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A Comparison of the Egect of Ionizing Radiation on Peptide- Bound and Free Amino 
Acids in the Xolid Xtate 

flummry. Irradiation of thermal polymers of a-amino acids with X-rays in the solid state 
produces a significantly increased destruction of tryptophan, histidine, cystine, lysine and 
methionine as compared with the response of constituent amino acids in protei. These 
results are discussed with respect to related results obtained by irradiation of dry &ns of 
amino acid mixtures which indicate an even stronger energy or charge transfer towards the 
four amino acids mentioned. The results are also discussed with respect to the radiation 
sensitivity of constituent amino acids in proteins and the inactivation of enzymes. 

Zuaammenfassung. Untersuchungen an thermischen Polymeren von a-Aminosiiuren in 
festem Zustand zeigen, daB in diesen insbesondere Tryptophan, Histidin, Cystin, Lysin und 
Methionin eine hohere Strahlenempfindlichkeit als in den bisher untersuchten Proteinen auf- 
weisen. Diese Ergebnisse werden verglichen mit iihdichen Untersuchungen an Filmen von 
Aminosihremischungen, die in noch stiarkerem Umfang auf einen betriichtlichen Energie- 
transfer oder Chargetransfer in Richtung auf die vier genannten Aminosiiuren schlieBen lassen. 
Die Ergebnisse werden auch in Hinsicht auf die Strahlenempfindlichkeit von AminoGuren in 
Proteinen und auf die Inaktivierung von Enzymen diskutiert. 

Einleitung 
uber die Mechanismen, durch welche freie und peptid- bzw. proteingebundene 

'Aminosiiuren durch ionisierende Strablung zerstort und Enzyme im festen Zustand 
inaktiviert werden, gibt es in der Literatur verschiedene kontroverse DarsteUungen. 
1960 berichteten Alexander u. Hamilton [I J uber die Veriinderung der Amino- 
siiurezusammensetzung von kristallisiertem Rinderserumalbumin nach Beatrah- 
lung mit 2 MeV-Elektronen. Aus den Ergebnissen konnte man den Schld3 ziehen, 
daB die Strahlenempfindlichkeit der proteingebundenen Aminosiiuren in erster 
Naherung von Milieufaktoren unabhhgig ist. Eine spezillsche Erhohung der 
Strahlenempfindlichkeit einzelner proteingebundener Aminosiiuren zugunsten des 
Schutzes anderer AminosiGuren wurde nicht gefunden. Diese Ergebnisse schlieBen 
daher eine wesentliehe Beteiligung von Energietransferprozessen aus. Zu lihnlichen 
Ergebnissen und SchluDfolgerungen kamen 1966 Dose et al. [4] auf Grund ihrer 
Untersuchungen mit rontgenbestrahltem Lysozym. G-Werte zwischen - 7 und 
- 13 wurden fiir die Zerstorung von Histidin, Cystin, Methionin, Trmtophan, 
Tyrosin und Phenylalanin, aber auch V a b ,  Leucin und Isoleucin gefunden. Die 
G-Werte fiir die Zerstorung der meisten anderen Aminosiiuren lagen zwischen - 4 
und - 7. Fiir Glycin betrggt der G-Wert - 3, w&hrend fiir Alanin sogar eine 
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Zunahme (G-Wert + 7) festgestellt wurde. Diese beiden Aminosiiuren sind jedoch 
zugleich Radiolyseprodukte der ubrigen AminosLuren. Die Ergebnisse uber die 
radiolytische Zerstorung der Aminosduren des kristallisierten Lysozyms wurden 
kiirzlich von Tolbert eingehend bestatigt [12, 13, 141. Mit diesen Ergebnissen 
(G-Werte fiir die Zerstorung der einzelnen Aminosauren etwa von der gleichen 
Gr6Benordnung ; Strahlenemphdlichkeit der Aminosauren in erster Niiherung 
unabhiingig von der Art ihrer Bindung) stimmt auch die Studie von Bowes u. Moss 
[2] uber die Wirkung von y-Strahlung auf Kollagen uberein, obwohl in dieser 
Arbeit weder Dosis-Effektkurven noch sorgfiiltigere Fehleranalysen beschrieben 
werden. Wegen der geringen relativen Veranderung der Aminosaurezwammen- 
setzung der Proteine nach Bestrahlung mit selbst 100 Mrad ist aber eine fehler- 
theoretische Diskussion der Ergebnisse unumganglich. 

Das hier skizzierte Konzept iiber die Strahlenempiindlichkeit von Aminosiiuren 
innerhalb und auBerhalb von Proteinen schien kiirzlich durch eine Arbeit von 
Burke u. Augenstein [3] erschiittert zu werden. Diese Autoren berichteten, daD 
sich die Aminosaurezusammensetzung von trockenem Trypsin durch Bestrahlung 
mit Dosen, die fast die gesamte enzymatische Aktivitat zerstoren [bis zu 80 Mrad 
pro MeV Elektronen oder y-Strahlen) praktisch nicht mel3bar verlindert, wiihrend 
durch die gleiche Strahlendosis Cystin, Tryptophan, Histidin und Methionin in zu 
Filmen aggregierten Gemischen der freien Aminosauren mit bemerkenswerter 
Ausbeute und Selektivitat zerstort werden. Nach genauer Auswertung der von 
Burke u. Augenstein publizierten quantitativen Ergebnisse uber Aminosiiure- 
veriinderungen im bestrahlten Trypsin fanden wir jedoch, daB die relative Abnahme 
der einzelnen Aminosaurereste nach Bestrahlung mit 80 Mrad (1 MeV Elektronen) 
tatsachlich durchschnittilich kaum mehr als 5% erreicht. Dieser Wert ist aber 
durchaus vergleichbar mit der von uns fur 100 Mrad (Rontgenstrahlen) gefundenen 
durchschnittlichen Zerstorung von etwas mehr als 6 % der Aminosauren im Lyso- 
zym. Weiterhin h d e t  man, daB sowohl im Trypsin als auch im Lysozym dieselben 
Aminosauren (Cystin, Tryptophan etc.) mit geringfugig erhohter Selektivitat 
zerstort werden. Fiir die Bestrahlung des trockenen Trypsins mit Dosen bis zu 
50 Mrad (60Co y-Strahlen) konnten Burke u. Augenstein, auI3er im Fall des Cystins, 
keine sigdikante Abnahme von Aminosauren feststellen. Dieses Iiegt jedoch nach 
unserer Erfahrung eindeutig daran, daB die Empflndlichkeit der Aminosaure- 
analyse fiir diese Dosen eine sichere Erfassung von Effekten nicht mehr gestattet. 

Wir konnen Burke u. Augenstein daher nicht in ihrer Annahme zustimmen, daB 
die Inaktivierung des Trypsins in beiden Fallen weniger auf die Zerstorung von 
Aminosaureresten als auf die hderung der ,,internen Organisation" des Enzyms 
zuruckzufuhren sei. Nimmt man niimlich an, daD ein Enzym bei der Zerstorung 
einer Aminosiiure des aktiven Bereichs inaktiviert wird, so gilt folgende Beziehung : 

wobei GE der G-Wert fur die Inaktivierung, a8 die Fraktion von nz Aminosiiuren 
der Sorte i im aktiven Bereich, M$ das Molekulargewicht der Aminosaure i, M E  
das Nolekulargewicht des Proteins und G6 der scheinbare G-Wert [vgl. G1. (3)] 
fiir die Zerstorung der Aminosaure i ist. Als erste Nliherung gilt 
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wobei & ein von Protein zu Protein verschiedener Durchschnittswert ist, wahrend 
fiir aufgrund der bisherigen Ergebnisse [I, 4, 12-14] in erster Naherung ein 
Zahlenwert von etwa 6 benutzt werden kann. Im Fall des !Crypsius gehoren etwa 
25% der Aminosauren zum aktiven Bereich, d. h. ,& N 0,25. GB ist gemiil3 Gl. (2) 
daher etwa 1,5. Die experimentell gefundenen G-Werte fiir die Inaktivierung des 
Trypsins [3, 51 stimmen mit diesem Wert uberein. Dieses Ergebnis bestktigt, daB 
die Zerstorung der Aminosaurereste, auch wenn sie analytisch kaum erfaBt wer- 
den kann, von sigdlkanter Bedeutung fiir die Inaktivierung des kristallisierten 
Trypsins ist. Es soll dabei nicht ausgeschlossen werden, daB strahlungsindmierte 
Konformationsanderungen des Enzyms - unabhangig oder abhkngig von der 
Zerstorung der Aminosauren - gleichfalls zu einer Inaktivierung fuhren konnen. 
Weiterhin sei nochmals betont, daB die obige h a h m e  von Durchschnittswerten 
fiir die einzelnen Aminosiiuren nur als erste Naherung gilt und nicht beinhaltet, 
daB spezielle Akte besonderer Effektivitat auszuschliel3en sind. 

Reihen sich daher unserer Ansicht nach die von Burke u. Augenstein gefunde- 
nen Ergebnisse uber die Inaktivierung und die Veranderung der Aminosaurezu- 
sammensetzung auch im Fall des Trypsins gut in die bisher bekannten Ergebnisse 
ein, so ergeben sich doch beim Vergleich mit den zu Filmen aggregierten freien 
Aminosauren erhebliche Besonderheiten und deutliche Anzeichen eines intensiven 
Energietransfers auf Cystin, Methionin, Tryptophan und Histidin. Es stellte sich 
nunmehr die Frage, ob dieser Effekt charakteristisch ist fiir den Zustand und die 
relativ ungeordnete Orientierung von freien Aminosauren in Filmen, oder ob er 
auch fiir bestimmte Polymere von Aminosiiuren beobachtet werden kann ; insbeson- 
dere, wenn bei diesen Polymeren vom Ordnungsprinzip der linearen a-peptidischen 
Verknupfung abgewichen wird (z. B. durch Verknupfung der y-Carboxylgruppen 
der Glutaminsaure oder der s-Aminogruppen des Lysins). Derartige, nichtlineare 
Polymere lassen sich z. B. durch Erhitzen von Aminosauren uber den Siedepunkt 
des Wassers herstellen [7]. In bezug auf ihre Verwandtschaft zu den Proteinen 
werden sie Proteinoide genannt. Wegen der Moglichkeit ihrer Bildung unter 
geochemischen Bedingungen, insbesondere der primitiven Erde, sind Proteinoide 
wiederholt als ,,Urprotein" diskutiert und untersucht worden. 

Material una Methoden 
h'ynthese der thermischen Polymeren von Aminosauren (Proteinoide) s. Dose, K., 

Brand, M. C. : Biophysik 7, 140-145 (1971). 
Bestrahlungsbedingungen. Die Bestrahlungen wurden anaerob (Stickstoff) und 

unter Wasserkuhlung vorgenommen; die BestrahlungsgefaBe aus V4a-Stahl 
waren mit einer 22 p dicken ,,Hostaphan"-Folie bedeckt. 

Die Dosisleistung der Hochspannungsrohre [9,11] betrug 1,2 Mrad/min bei 
einer Rohrenspamung von 70 kV. 

Die Proteinoide trocknete man im Vakuumexsiccator uber Blaugel und 
bestrahlte im trockenen Zustand mit einer Dosis von 100 Mrad. Lysozym und die 
Proteinoide wurden in der Konzentration von 1 mg/ml in 0,02 m Natriumphosphat- 
puffer pH 7,O gelost und bestrahlt, die Dosis betrug 0,5 und 1 mad.  

Aminosaureanalyse s. Dose, K., Brand, M. C. : Biophysik 7, 140-145 (1971). 
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Abb. 1. G-Werte fur die Zerstorung von Aminosauren bei Rontgenbestrahlung Ton Lysozym 
und Proteinoid A6 im festen Zustand: 

c .  100 
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Ergebnisse und Diskussion 
Die Aminosaurezusammensetzung des Lysozyms, des Trypsins sowie einiger 

weitcrer Proteine unci der synthetischen Polymere A6, W2f und CG179 ist in 
Tabelle 1 der vorstehenden Arbeit wiedergegeben (K. Dose u. M. C. Brand, S. 142). 
Die G-Werte fur die Zerstorung der Aminosauren des im trockenen Zustand mit 
Dosen von etwa 100 Mrad bestrahlten Lysozyms und Polymers A6 sind in Abb. 1 
zusammengefaBt . Die angegebenen G-Werte sind scheinbare G-Werte. Sie geben 
die Zahl der veranderten Aminosauren der Sorte i pro 100 eV der von den Amino- 
sauren derselben Sorte i absorbierten Energie an. Aus dem wahren G-Wert Iassen 
sich scheinbare G-Werte durch die Beziehung 

a.100 
g-% Aminosaure im Protein 

Q = (3) 

errechnen. Die scheinbaren G-Werte der proteingebundenen Aminosauren konnen 
unmittelbar mit den G-Werten fur die Bestrahlung freier Aminosaurereste ver- 
glichen werden. 

Die in Abb. 1 zusammengefaflten Werte zeigen im Falle des nichtlinearen 
Polymers A6 fur die Zerstorung des Cystins, Methionins, Histidins und Lysins 
wesentlich hohere G-Werte sowie fiir Arginin leicht erhohte G-Werte gegeniiber 
der Beobachtung an Proteinen. Besonders drastisch ist die Zerstorung der Trypto- 
phanreste. Sie betragt z. B. fiir Polymer W2fiiber 60 % nach Bestrahlung mit etwa 
45 Mrad. Wegen dieser starken Abnahme des Tryptophans konnen G-Werte (als 
11 Biophysik, Bd. 7 
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initiale Werte) fur diese Versuche nicht mehr berechnet werden. Die initialen 
G-Werte durften hier schatzungsweise groljer als 30 ( ! ) sein. 

Diese extremen Ergebnisse hielten wir fur Artefakte, bis wir von den auaer- 
ordenthh ahnlichen Ergebnissen von Burke u. Augenstein [3] fur die Bestrahlung 
hochdi$perser Gemische freier Aminosauren, die in Form dunner Filme vorlagen, 
Kenntriis erhielten. Unter diesen Bedingungen ist anscheinend ebenso wie in den 
nichtlinearen Polymeren der Aminosauren - wenn auch abgeschwacht - ein 
intensiver Energie- oder Chargetransfer in Richtung auf Tryptophan, Lysin, 
Histidb, Cystin, Methionin sowie teilweise auch Arginin begunstigt. Fur diese 
Ansicht sprechen insbesondere die an sich sonst zu hohen G-Werte fur die Zer- 
storung des Tryptophans, denen andererseits erniedrigte G-Werte fur die Zer- 
storiing der Asparagin- und Glutaminsaure, des Valins, Leucins und Isoleucins 
gegenuberstehen. Dieser sehr intensive Energie- oder Chargetransfer ist offenbar 
im Fall der (biologischen) a-peptidischen Verkniipfung nicht begunstigt. Diese 
Folgerung scheint im Widerspruch zu alteren Theorien uber die Energiefort- 
leitung in Peptidketten nach Einwirkung optischer Strahlung zu stehen, denn fiir 
diese Theorien spielt die nur bei der a-Verkniipfung mogliche Orientierung der 
Peptidkette zur a-Helix eine wichtige Rolle [ I O ] .  Es ist jedoch wahrscheinlich, dalj 
bei der Einwirkung von ionisierender Strahlung auf Proteine andere Energie- 
leitungsmechanismen im Vordergrund stehen als bei Einwirkung optischer Strah- 
1 nngen. 

ESR-Untersuchungen haben bereits gezeigt, dalj ein recht wirkungsvoller 
intermolekularer Chargetransfer zwischen freien Aminosauren auftreten kann. Bei 
diesem ProzeB scheinen die vier an erster Stelle genannten Aminosauren Cystin, 
Tryptophan, Histidin und Methionin gleichfalls die bevorzugten Elektronen- 
akzeptoren darzustellen. Tatsachlich beobachtete man auch diese Effekte nur 
fur Praparate, die durch Eintrocknen von Aminosaurelosungen hergestellt 
m d e n  [SI. Es ist wahrscheklich, da13 sich die Aminosauren wiihrend dieser 
Prozedur weitgehend in ahnlicher Weise orientieren wie bei der genannten thermi- 
schen Synthese von nichtlinearen Polyaminosauren. Der erwahnte Energietransfer 
tritt in mechanisch hergestellten Aminosauremischungen nicht auf, auch wenn die 
mechanische Durchmischung noch so intensiv ist. 

Unsere Ergebnisse zeigen somit l., da13 im Hinblick auf ihr strahlenchemisches 
Verhalten zumindest die drei von uns untersuchten, sehr unterschiedlichen 
thermischen Polymeren von Aminosauren eine Stellung zwischen dem Verhalten 
von Proteinen und amartig aggregierten Aminosauremischungen einnehmen, 
Z., dalj unter bestimmten Bedingungen zwischen Aminosiiuren ein intensiver 
Energietransfer oder Chargetransfer auftreten, kann und 3., da13 die raumliche 
Orientierung und spezifische a-Peptidverknupfung in nativen Proteinen fur 
einen intensiven Energietransfer oder Chargetransfer in Richtung auf die vier 
auch sonst. als empfindlich bekannten Aminosauren ungiinstig zu sein scheint. 

Wir dankenHerrnDr. S. Risi fur die Durcbfuhrung einiger Aminos%ureanalysen.Vergleichs- 
priiparate mit Aminosaurezusammensetzung entsprechend den Proteinoiden CG 179 und 
W 2f wurden zuerst im Institut of Molecular Evolution, University of Miami, Fla. (Dr. S. W. 
Fox) hergestellt. Diese Arbeiten wurden teilweise unterstutzt durch Grant NsG-689 der 
National Aeronautics and Space Administration. b - 
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